



























































































10％ FBS 培地を 150 µl/well 加え，RAW264.7 細胞
を 2×103 個 /well になるよう細胞浮遊液をよく混
和しながら加えた．そこに sRANKL 100 ng/ml，
セレコキシブ最終濃度が 2.5，5，10 µMになるよう






洗浄した後，0.1％ Triton X 溶液を加え 5 分間暗
所に静置した．その後 PBS で再び洗浄し 0.3 mM 
rhodamine-conjugated phalloidin を加え，F-アクチ
ンを染色した．リング状に形成された F-アクチン





は 50 mM酒石酸含有緩衝液を用いて 37℃で 15 分
間インキュベートすることで破骨細胞を染色した．




Corning Osteo Assay Surface Polystyrene 1×8 
Stripwell microplate （CORNING 社，米国）を使
用した．このプレート上で，破骨細胞誘導実験と
同じ条件で 8日間培養した．さらに ddYマウス（5
週齢）の大腿骨と脛骨から Sepadex G10 カラム
（GEヘルスケア・ジャパン；東京）により骨髄細
胞を採取した．この細胞（1×105 個 /well）を 15％
FBS，CSF-1/M-CSF（25 ng/ml）および sRANKL
（100 ng/ml）を添加し，37℃，湿度 95％，5％ CO2
































RAW264.7 細胞を 96 穴プレートに 2× 103 個 /well になるよう播種し，sRANKL 100 ng/ml 添加し，6日間培養した．A，
E：セレコキシブ未添加群（0 µM），B，F：セレコキシブ 2.5 µM添加群，C，G：セレコキシブ 5 µM添加群，D，H：セ









ズおよび数が減少した（図 1E ～ H）．また実際の
細胞数を計測したところ，破骨細胞形成数はセレコ
キシブ 0 µMのとき 183.0±17.85 個であった．セレ
コキシブ濃度依存的に数は減少，セレコキシブ
2.5 µM のとき 139.50±27.32 個，セレコキシブ
5µMのとき 88.83±11.71 個セレコキシブ 10 µMで
は観察できなかった（図 1I）．アクチンリング数も
同様にセレコキシブ濃度依存的に数は減少，セレコ
キシブ 0 µMのとき 69.17±3.16 個，セレコキシブ
2.5 µMのとき 59.33±9.98 個，セレコキシブ 5 µM













黒くなっていく様子が観察された（図 2B ～ D）．




シブ 2.5 µMでは骨吸収率 68.15±1.87％，セレコキ













骨吸収能評価はCorning Osteo Assay Surface Polystyrene 
1×8 Stripwell microplate を使用した．このプレート上で
RAW264.7 細胞またはマウス骨髄細胞を，破骨細胞誘導実
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　Abstract 　　 Prostaglandin E2 （PGE2） an inflammatory cytokine, produced by cyclooxygenase-2 
（COX-2） acts on not only osteoclast formation but also bone resorption.  The aim of this study was to in-
vestigate whether celecoxib, a selective COX-2 inhibitor, has a direct eﬀect on osteoclast diﬀerentiation.
RAW264.7 cells, which are from a macrophage cell line, were cultured with pH 7.0 αMEM containing 
10％ FBS, with 5％ CO2 at 37℃, which includes recombinant human soluble receptor activator, a soluble 
type of nuclear factor-κB ligand （sRANKL） （100 ng/ml）, with or without celecoxib （2.5‒10 µM）.  After 
6 days, cells were diﬀerentiated to tartrate-resistant acid phosphatase （TRAP）-positive multinucleated 
osteoclasts.  TRAP-positive multinucleated cells displaying more than three nuclei were considered to be 
osteoclasts.  The number of osteoclasts was decreased by celecoxib in a dose-dependent manner.  The 
number of actin rings, a characteristic feature of osteoclasts, was also decreased by celecoxib in a dose-
dependent manner.  After 8 days, pit formation assay using mouse bone marrow-derived osteoclasts 
showed that bone resorption was suppressed  by celecoxib in a dose-dependent manner.  These results 
showed that the activity of COX-2 inhibitor may directly inhibit the osteoclastogenesis and diﬀerentiation 
of RAW264.7cells.  The COX-2-dependent signaling pathway might be involved in the process of osteo-
clast diﬀerentiation.
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